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RESUMO 

 

A atividade contrátil uterina desempenha um papel importante em muitas e variadas 
funções reprodutivas, incluindo transporte de esperma e embriões, nidação, 
menstruação, gestação e parto. Uma contratilidade anormal do miométrio uterino 
pode estar subjacente a desordens comuns e importantes, tais como infertilidade, 
falha na nidação, dismenorréia, endometriose, aborto espontâneo ou parto 
prematuro. O RETRO-2 e o RETRO-5 são dihidroquinazolinonas obtidos por síntese 
orgânica, que compartilham de um núcleo quinazolidínico em comum. Esse estudo 
teve como objetivo investigar um possível efeito tocolítico desses dois alcaloides 
dihidroquinazolínicos em útero de ratas virgens. Para tanto segmentos de útero de 
rata foram suspensos em cuba para banho de órgãos isolados e as contrações 
isométricas foram monitoradas. O RETRO-2 foi capaz de relaxar de maneira 
satisfatória as tiras uterinas tendo uma eficácia de Emax = 42,3 ± 6,8% (n = 5) na 
concentração máxima utilizada. O RETRO-5 relaxou de maneira significante e 
dependente de concentração   o útero era pré-contraído por ocitocina, com maior 
potência (CE50 = 2,4 ± 0,6 x 10-5 M, n=5) e eficácia (Emax= 99,3 ± 0,4%, n = 5). No 
entanto, quando pré-contraído por 60 mM de KCl (Emax= 98,6 ± 1,3%, n=5), teve sua 
potência atenuada (CE50 = 1,1 ± 0,1 x 10-4 M), sugerindo uma modulação positiva de 
canais de potássio. Na presença de TEA+ 10 mM, bloqueador não seletivo dos 
canais de K+, o efeito tocolítico promovido por RETRO-5 foi atenuado (CE50 = 1,5 ± 
0,6 x 10-4 M; Emax= 98,6 ± 1,3% n = 3 ), confirmando a participação desses canais no 
mecanismo de ação da molécula. Na presença de bloqueadores seletivos como 
TEA+ 1mM (bloqueador dos BKCa) (CE50 = 3,6 ± 0,1 x 10-5 M; Emax= 66,6 ± 3,0 % n = 
3), BaCl2 (bloqueador dos Kir) (CE50 = 4,3 ± 1,9 x 10-5 M; Emax= 80,7 ± 2,0 % n = 3) e 
4-AP (bloqueador dos KV) (CE50 = 6,4 ± 1,1 x 10-5 M; Emax= 100% n = 3), a potência 
relaxante do RETRO-5 não foi alterada, descartando a participação desses canais. 
Por outro lado na presença de glibenclamida (bloqueador dos KATP) a potência 
relaxante (CE50 = 1,6 ± 0,2 x 10-4 M) e a eficácia (Emax= 72,4 ± 8,0 %, n = 3) foram 
atenuadas, o que também aconteceu na presença de apamina (bloqueador dos 
SKCa) onde, o RETRO-5 teve seu relaxamento praticamente abolido, com eficácia 
máxima de 18,4 ± 4%. Esses resultados sugerem que os canais de potássio dos 
subtipos KATP e SKCa participam do mecanismo tocolítico da substância teste. Diante 
dos dados apresentados podemos sugerir que, pelo menos em parte e em nível 
funcional, o mecanismo de ação pelo qual o RETRO-5 exerce seu efeito tocolítico 
em útero de rata envolve a modulação positiva dos KATP e SKCa.   
 
 
Palavras-chave: dihidroquinazolinona, útero, efeito tocolítico, canais de potássio. 
 



ABSTRACT 

 

Uterine contractile activity plays an important role in many and varied reproductive 
functions, including sperm and embryo transport, nidation, menstruation, gestation 
and childbirth. An abnormal contractility of the uterine myometrium may underlie 
common and important disorders such as infertility, failure of nidation, dysmenorrhea, 
endometriosis, miscarriage or premature delivery. RETRO-2 and RETRO-5 are 
dihydroquinazolinones obtained by organic synthesis, which share a common 
nucleus. This study aimed to investigate a possible tocolytic effect of these two 
dihydroquinazolinones in the uterus of virgin rats. For both segments of rat uterus 
were suspended in tub for isolated organs and isometric contractions were 
monitored. RETRO-2 was not able to significantly relax the uterine strips. RETRO-5, 
however, significantly relaxed and concentration-dependent (EC50 = 2.4 ± 0.6 x 10-5 
M) when the uterus was pre-contracted by oxytocin. However, when pre-contracted 
by 60 mM KCl, it had its attenuated potency (EC50 = 1.1 ± 0.1 x 10-4 M), suggesting a 
positive channel modulation for potassium. In the presence of TEA + 10 mM, 
non-selective K+ channel blocker, the tocolytic effect promoted by RETRO-5 was 
attenuated (EC50 = 1.5 ± 0.6 x 10-4 M), confirming the participation of these channels 
in its mechanism. In the presence of selective blockers such as TEA + 1mM (BKCa 
blocker), BaCl2 (Kir blocker) and 4-AP (KV blocker), the relaxing potency of RETRO-5 
was not altered, discarding the participation of these channels. On the other hand, in 
the presence of glibenclamide (KATP blocker) the relaxing potency was attenuated 
(EC50 = 1.6 ± 0.2 x 10-4 M) and in the presence of apamine (SKCa blocker) had its 
relaxation practically abolished, Emax = 18.4% ± 4%, thus suggesting that these 
potassium channels are involved in the tocolytic mechanism of this substance. Given 
the data presented, we can suggest that, at least in part and at the functional level, 
the mechanism of action by which RETRO-5 exerts its tocolytic effect in rat uterus 
involves the positive modulation of KATP and SKCa. 
 

Key words: dihydroquinazolinones, uterus, tocolytic effect, potassium channels. 
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1  INTRODUÇÃO  

 

O músculo liso é um tecido amplamente distribuído pelo organismo, controlado 

pelo Sistema Nervoso Autônomo (SNA), podendo ser regulado por várias 

substâncias tanto de origem endógena quanto exógena. Esse tipo muscular é 

responsável por regular vários processos fisiológicos como manutenção da pressão 

sanguínea, da respiração, da motilidade gastrointestinal bem como a contração 

uterina. De acordo com o padrão de contração o músculo liso se classifica em dois 

tipos: fásicos e tônicos. Os fásicos possuem contração rítmica e intermitente, 

enquanto os tônicos apresentam contração sustentada. Isso é de extrema 

importância para o efeito que o tecido muscular liso vai exercer no órgão ao qual 

está presente (WIRTH; OFFERMANNS, 2012).  

As células da musculatura lisa fazem parte da parede de diversos órgãos 

internos, dentre eles podemos citar os vasos sanguíneos, estômago, bexiga, 

traqueia e brônquios, intestinos, ureteres, uretra e útero (WEBB, 2003).  Vários 

distúrbios clínicos estão associados à desregulação da atividade do músculo liso 

como a doenças cardiovasculares, enxaqueca, retenção urinária, parto pré-maturo, 

problemas gastrointestinais, dismenorreia, trabalho de parto prematuro etc (WIRTH; 

OFFERMANNS, 2012). Nesse sentido a busca por agentes farmacológicos que 

atuem sobre o músculo liso constitui hoje uma vasta área na pesquisa científica, 

uma vez que essas substâncias são candidatas a se tornarem alternativas 

farmacológicas as existentes (JENNIFER; THOMAS; IAIN, 2014). 

Substâncias com atividade espasmolíticas são capazes de reduzir o tônus 

múscular liso, seja pela inibição da sua contração ou pela promoção do seu 

relaxamento. Atribui-se atividade tocolítica àquelas capazes de diminuir ou inibir a 

contração da musculatura lisa presente no miométrio. A atividade contrátil uterina 

desempenha um papel importante em muitas e variadas funções reprodutivas, 

incluindo transporte de esperma e embriões, implantação, menstruação, gestação e 

parto. Uma contratilidade anormal do miométrio uterino pode estar intimamente 

relacionada a desordens como infertilidade, falha na nidação, endometriose, aborto 

espontâneo ou parto prematuro e dismenorreia (AGUILLAR, MITCHELL, 2010).  

Compreender a fisiologia celular e molecular do útero é interessante por muitos 

pontos de vista. Em primeiro lugar, o miométrio apresenta certas peculiaridades 

quando comparado a outros músculos lisos. O miométrio é predominantemente um 



18 
 

músculo fásico, embora possa apresentar contrações tônicas quando exposto a altas 

concentrações de agonistas contráteis, como por exemplo, ocitocina (OCT) e 

prostaglandina F2 alfa (PGF2α). O miométrio é pouco inervado e não apresentam 

células marcapasso (como as de Cajal no intestino) localizadas de forma definitiva. 

Em segundo lugar, o músculo liso uterino sofre alterações significativas na 

morfologia, na atividade contrátil basal e na responsividade durante a gestação, o 

trabalho de parto e pós-parto, tornando-o um sistema ideal para estudar as bases 

celulares e moleculares da adaptabilidade, diferenciação e involução. Além disso, a 

função miometrial é influenciada por hormônios esteroides e polipeptídicos e por 

citocinas e outras moléculas sinalizadoras. Este fato, aliado às mudanças nas 

respostas a esses estímulos ao longo da gravidez e do parto, torna este um modelo 

para se estudar os mecanismos moleculares de sinalização e a relação entre eles. 

Finalmente, a relativa quiescência do miométrio ao longo da gestação é fundamental 

para a manutenção da gravidez, enquanto contrações vigorosas altamente 

coordenadas são essenciais para o trabalho de parto efetivo (SANBORN, 2007). 

O parto prematuro é o principal determinante da mortalidade infantil e há uma 

falta de tratamento para esta condição. Os receptores adrenérgicos β2 (β2-ARs) 

desempenham um papel importante na regulação da contratilidade do útero no 

estado gravídico. Eles ainda são um dos principais alvos na terapia tocolítica, 

embora o significado terapêutico de seus agonistas no trabalho de parto prematuro 

seja constantemente questionado, principalmente devido às altas doses necessárias 

no final da gravidez. O elevado risco materno destes compostos é também uma 

desvantagem em comparação com outros tocolíticos (por exemplo, bloqueadores 

dos canais de cálcio, antagonistas da ocitocina, agentes anti-inflamatórios não 

esteróides e magnésio). Por outro lado, ainda não foi encontrado nenhum grupo de 

agentes significativamente melhor para tocólise do que os agonistas β2, embora os 

efeitos secundários do antagonista da ocitocina, como o atosiban, pareçam mais 

favoráveis do que os dos agonistas β2 (BERKMAN et al., 2003; MOUTQUIN et al. 

2000; WORLDWIDE ATOSIBAN versus BETA-AGONISTS STUDY GROUP, 2001).  

Diante do que foi exposto, dois alcaloides dihidroquinazolínicos  o 2-(4-hidroxi-

3,5-dimetoxifenil)-3-fenil-2,3-dihidroquinazolin-4(1H)-ona (RETRO-2) e o 2-(3,4-

dihidroxifenil)-3-fenil-2,3-dihidroquinazolin-4(1H)-ona (RETRO-5) foram sintetizadas 

e um possível efeito tocolítico foi investigado em tiras uterinas obtidas de ratas 

virgens (Figura 1). 
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1.1  Alcaloides quinazolínicos 

 

Os alcaloides correspondem a uma classe de substâncias químicas 

(metabólitos secundários) com distribuição abundante na natureza, derivadas de 

diversos organismos, incluindo fungos, bactérias, plantas e outros, além de se 

apresentarem com estruturas variadas e importantes atividades farmacológicas 

(BHADRA, KUMAR 2011). 

As quinazolinas e seus derivados são compostos químicos N-heterocíclicos 

formados pela fusão de dois anéis aromáticos simples, um anel de benzeno e uma 

pirimidina. O seu núcleo quinazolínico é amplamente encontrado em alcaloides e 

outros compostos biologicamente ativos (SELVAM et al., 2011; PATI et al., 2013).  

Biossinteticamente os alcaloides quinazolínicos derivam do ácido antranílico a 

exemplo da vasicina, evodiamina, febrifugina. A quinazolina foi isolada pela primeira 

vez a partir de uma planta chinesa, Dichroa febrifuga Lour. O desenvolvimento da 

pesquisa em relação à atividade biológica de derivados da quinazolina iniciou-se 

quando foi sintetizado o primeiro análogo desta família (2-metil-3-aril-4-quinazolona), 

que apresentou ação sedativa e soporífica (SELVAM et al., 2011).  

Devido às suas distintas atividades farmacológicas, nos últimos 10-20 anos, 

esta estrutura tem vindo a ser amplamente explorada tendo sido já determinadas 

diversas atividades biológicas de derivados da quinazolina, que incluem atividade 

anti-inflamatória, anti-bacteriana, analgésica, anti-viral, anti-citotoxina, anti-

hipertensa, anti-obesidade, anti-psicótica, anti-convulsante, antitubercular, etc ( 

SELVAM et al., 2011 WANG et al., 2013). 

Alguns alcaloides dessa classe mostraram atividade em músculo liso como a 

prazosina, medicamento anti-hipertensivo já utilizado na terapêutica. Sua atividade 

vasodilatadora é decorrente do antagonismo nos receptores adrenérgicos α1 

presentes na musculatura lisa vascular. As quinazolinas, quinetazona e metolazona, 

são diuréticos já em utilização na terapêutica que atuam inibindo o co-transportador 

Na+/Cl-. A tetrodotoxina, um exemplo de alcaloide quinazolínico de ocorrência natural 

encontrada em espécies marinhas, é uma neurotoxina capaz de inibir a propagação 

de potenciais de ação devido bloqueio seletivo dos canais de Na+
 sensíveis a 

voltagem neuronais (NaV1.6) (BERGILLOS et al., 2013).  

Compostos quinazolínicos também podem ter efeito inibidor sobre 

fosfodiesterases, enzimas chaves na regulação da contratilidade dos músculos liso e 
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cardíaco (MARIN, 2003). Esses dados demostram a versatilidade dos alcaloides 

quinazolínicos em atuar com diversos alvos farmacológicos, levando ao interesse em 

utilizados na pesquisa por novos fármacos. 

 

Figura 1 – Estrutura química dos alcaloides dihidroquinazolínicos 2-(4-hidroxi-3,5-

dimetoxifenil)-3-fenil-2,3-dihidroquinazolin-4(1H)-ona (RETRO-2) (A) e 2-(3,4-

dihidroxifenil)-3-fenil-2,3-dihidroquinazolin-4(1H)-ona (RETRO-5) (B). 

 

Fonte: Rodrigues, LC, (2017) 

 

 

1.2  Músculo liso uterino 

 

Nos humanos, o músculo liso pode ser dividido em seis grupos principais – 

vascular, gastrontestinal, urinário, respiratório, ocular e genital – os quais 

apresentam propriedades bastante diferentes.  Esses músculos têm diferentes 

funções no corpo e sua fisiologia reflete suas funções especializadas 

(SILVERTHORN, 2010).  

Os miócitos lisos não estão em um estado terminalmente diferenciados sendo 

incrivelmente adaptáveis às mudanças em seu ambiente (TAGGART; MORGAN, 

2007). Assim, o músculo liso altera o seu fenótipo em resposta a uma miríade de 

estímulos, como alongamento mecânico, aumento de estímulos sistêmicos 

(circulatórios), locais, ou inflamatórios (YOSHIDA, 2005). Estes estímulos podem 

causar, por exemplo, alterações na expressão de moléculas de sinalização 

intracelular, induzir crescimento e proliferação celular ou contração. 

O útero, em particular o miométrio, por exemplo, tem de se adaptar a todos os 

estímulos decorrentes do processo fisiológico da gravidez: aumento do seu volume 

(B) 
 

(A) 
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com o desenvolvimento do feto e da placenta, aumento da sinalização parácrina de 

tecidos placentários/uterinos durante a gestação e produção de citocinas pró-

inflamatórias na gestação a termo (39 semanas) (GIBB, CHALLIS, 2002; OSMAN et. 

al, 2003). 

Demonstrou-se que a expressão da conexina-43, um constituinte principal das 

junções comunicantes do miométrio, aumenta com a gestação, tanto nos tecidos 

humanos como em roedores (GARFIELD et al., 1978; INOUE, SPERELAKIS, 1991; 

GARFIELD et al., 1995). As junções comunicantes do tipo “gap” servem para 

interconectar miócitos adjacentes tanto eletrica quanto metabolicamente (YOUNG, 

2007).  

Durante os estágios finais da gestação o músculo liso uterino transforma seu 

padrão multiunitário (sem junções comunicantes do tipo “gap” entre as células) para 

unitário (com junções do tipo “gap”), isso permite a sincronização dos sinais 

elétricos, fazendo com que a musculatura uterina contraia de modo mais eficaz 

(SILVERTHORN, 2010). Como era de esperar, uma mutação na conexina-43 que 

provoca uma diminuição da conectividade intercelular reduziu a força das contrações 

miometriais, além de prejudicar a capacidade de resposta à ocitocina (OCT) (TONG 

et al., 2009).  

Como o músculo liso uterino é espontaneamente ativo, mudanças no potencial 

de membrana são necessárias para a contração ocorrer (AGUILLAR, MITCHELL, 

2010). A contração do músculo liso uterino é de natureza fásica, mostrando ciclos de 

contrações intermitentes discretas de amplitude, duração e freqüência variáveis. 

Estas contrações são relativamente curtas e rápidas com períodos de relaxamento 

entre elas. Tal como na maioria dos outros tecidos excitáveis, a excitabilidade do 

músculo liso uterino é largamente determinada pelo movimento dos ions sódio (Na+), 

cálcio (Ca2+) e cloreto (Cl-) para o citoplasma e o movimento dos ions potássio (K+) 

para o espaço extracelular (OTAIBI, 2014).  

Parece que os padrões contráteis uterinos diferem no estado não gravídico do 

estado gravídico. Foi demonstrado que o útero não gravídico produz "atividade 

semelhante a uma onda" ao longo do ciclo menstrual envolvendo a camada 

subendometrial (VAN GESTEL, 2003). Por outro lado, durante o início da gestação 

as contrações uterinas são normalmente de padrão irregular com fraca intensidade 

para manter o feto, mas no momento do trabalho de parto essas contrações devem 

ser transformadas em um padrão muito forte e regular para expulsar o feto e a 
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placenta. No entanto, ao longo do período menstrual, o útero não gravídico poderia 

produzir contrações irregulares e descoordenadas e poderia produzir contrações 

semelhantes às do trabalho para expulsar a descamação do endométrio (IJLAND et 

al., 1996).  

Uma série de eventos moleculares, envolvendo várias vias de sinalização 

celular, ocorre no miócito uterino para que o miométrio contraia ou relaxe. 

Compreender esses eventos é indispensável na pesquisa por novos agentes 

farmacológicos que atuem sobre a musculatura lisa regulando seu tônus. As 

principais vias relacionadas a esses processos serão abordadas a seguir. 

 

 

1.3 Principais vias de transdução de sinais envolvidas na contratilidade e no 

relaxamento do músculo liso uterino 

 

Contrações uterinas ocorrem durante todo o ciclo menstrual no estado não 

gravídico e durante a gestação. Existem quatro parâmetros importantes que mudam 

sob várias condições fisiológicas ou fisiopatológicas: freqüência, amplitude, duração 

e direção da propagação. Na fase folicular precoce após a menstruação, ondas 

contráteis ocorrem uma ou duas vezes por minuto com baixa amplitude (geralmente 

<30 mmHg). À medida que a ovulação se aproxima, a frequência aumenta para 3-4 

por minuto. Durante a fase lútea, a frequência e a amplitude diminuem talvez para 

facilitar a implantação. Na ausência de implantação de um blastocisto, a frequência 

de contração permanece baixa, mas a intensidade aumenta dramaticamente (50-200 

mmHg), produzindo contrações semelhantes à do trabalho de parto no momento da 

menstruação. O aspecto mais fascinante das ondas endometriais é a direcionalidade 

integrada da atividade do músculo liso e as mudanças que ocorrem através do ciclo 

reprodutivo (AGUILLAR, MITCHELL, 2010).  O útero não gravídico não é um órgão 

quiescente como alguns podem pensar e pode produzir contrações para facilitar a 

viagem dos espermatozoides para as trompas de uterinas e para ajudar a expulsar o 

revestimento interno do útero (endométrio) durante a menstruação (OTAIBI, 2014). 

O útero é altamente 'miogênico' na medida em que se contrai in vivo e in vitro 

sem qualquer tipo de estímulo externo. Décadas de pesquisa utilizando uma 

variedade de técnicas histológicas não produziram evidência para a presença de 

células com as propriedades histológicas e eletrofisiológicas de um marcapasso 
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funcional (GHERGHICEANU, POPESCU, 2005; HINESCU, POPESCU, 2005; RADU 

et al., 2005; CRETOIU et al., 2006; HINESCU ET AL., 2006, 2007, 2008; POPESCU 

ET AL., 2006; MANDACHE et al., 2007; POPESCU ET AL., 2007; SUCIU et al., 

2007) tal como foi descrito em outros tecidos incluindo o intestino e a uretra 

(SERGEANT et al., 2000, HUIZINGA E LAMMERS, 2009).  

O acoplamento excitação-contração no miométrio pode ocorrer através de dois 

mecanismos principais: o acoplamento eletroquímico ou farmacomecânico. O 

aumento da concentração intracelular de Ca2+
 ([Ca2+]i) é uma condição inexorável 

em ambos os acoplamentos para que a contração ocorra. No acoplamento 

eletroquímico, o principal impulsionador para o aumento da [Ca2+]i é a 

despolarização da membrana plasmática. A alteração da permeabilidade iônica da 

membrana celular uterina leva à geração de potencial de ação, o que, portanto, 

despolariza a membrana celular e abre os canais de cálcio controlados por voltagem 

do tipo L (VGCC) resultando em um influxo de Ca2+ (TAGGART, 2001). No 

acoplamento farmacomecânico o aumento na nos níveis de Ca2+ citoplasmáticos 

depende da ligação de agonistas contráteis (ocitocina, PGF2α) aos seus receptores 

acoplados a proteína Gq/11 (GPCR’s) e consequente ativação da via da fosfolipase 

C-β1 (PLC- β1) que possui o 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) e o diacilglicerol (DAG) 

como segundos mensageiros juntamente do Ca2+ liberado dos estoques 

intracelulares do retículo sarcoplasmático (RS), por ação do IP3 nos seus receptores  

(IP3R) . O sistema efetor da via da PLC- β1 é a proteína cinase C (PKC) que quando 

ativada pelo Ca2+ liberado e pelo DAG vai promover um aumento no influxo de Ca2+ 

pelos canais de Ca2+ controlados por voltagem (CaV) de maneira direta, quando 

promove um aumento no tempo que o canal permanece na conformação aberta, e 

indireta, quando promove a inativação do canais de potássio K+ e consequente 

despolarização da membrana por acúmulo de carga positiva no interior da célula. 

Esse grande aumento na [Ca2+]i ativa uma proteína ligante de Ca2+ do músculo liso a 

calmodulina (CaM), formando um complexo 4-Ca2+-CaM que é responsável por 

ativar a cinase da cadeia leve da miosina (MLCK) que vai então fosforilar o resíduo 

Ser19 das cadeias regulatórias da miosina (MLC20) permitindo então a formação das 

pontes cruzadas com a actina e consequente contração (Figura 2) (HIRAT et al., 

1998; AKATA, 2007; SANDOO et al., 2010; GNUS et al., 2013; CURRÒ, D., 2016).  
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Figura 2 – Mecanismo fármaco-mecânico de contração do músculo liso via Gq/11-PLCβ1 

 

(1) O agonista se liga ao receptor GPCR na membrana plasmática e as proteínas 
Gq/11 trocam GDP por GTP em sua subunidade α, tornando-se ativa; (2) a 
subunidade αq/11 GTP ligado, ativa a enzima PLC-β1; (3) a PLC-β1 hidrolisa o 
fosfolipídio de membrana PIP2 em IP3 e DAG; (4) o IP3 ativa o IP3R na membrana do 
RS, liberando Ca2+ dos estoques; (5) o Ca2+ liberado ativa o RyR aumentando a 
liberação de Ca2+ para o citoplasma; (6) o Ca2+ liberado pelo RS se liga na PKC e a 
transloca para a membrana, onde é ativada pelo DAG; (7) a PKC uma vez ativada, 
fosforila o CaV na membrana da célula promovendo um influxo de Ca2+ para o 
citoplasma; (8) o aumento global de [Ca2+]i favorece a formação do complexo 
(Ca2+)4-CaM que ativa a MLCK; (9) a MLCK ativada fosforila a MLC; (10) a MLC 
fosforilada favorece sua interação com os filamentos finos de actina, desencadeando 
a contração do músculo liso. 
 
Fonte: Travassos, RA (2015).  

 

 

Os dois principais mecanismos que ocorrem no relaxamento do musculo liso 

envolve a ação da fosfatase da cadeia leve da miosina (MLCP), que retira o fosfato 

da miosina impedindo a formação das pontes cruzadas, e a diminuição do [Ca2+]i, 

que pode ocorrer pela inibição da via da PLC- β1 e pela ativação de enzimas 

intracelulares que ciclizam nucleotídeos. A via da PLC- β1 pode ser inibida tanto pela 

ativação de receptores acoplados a proteína Gi, que inibe diretamente sua atividade, 

bem como pelo antagonismo do receptor que antes ativava a via. Contudo, a 

ativação de enzimas que ciclizam nucleotídeos, como a ciclase de adenilil (AC) e a 
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ciclase de guanilil solúvel (sCG), consiste no principal mecanismo para o 

relaxamento muscular liso. A ativação da AC ocorre por meio da ligação de um 

agonista relaxante (terbutalina, prostaciclina) a um receptor que acople a proteína 

GS, enquanto que a sCG é ativada pelo óxido nítrico (NO) produzido pelas células 

endoteliais. Quando ativas a AC e a sCG provocam um aumento nos níveis 

intracelulares de monofosfato cíclico de adenosina (cAMP) e do monofostafo cíclico 

de guania (cGMP), respectivamente. O aumento desses nucleotídeos cíclicos irá 

ativar suas respectivas proteínas cinases, PKA e PKG, as quais irão fosforilar alvos 

proteicos responsáveis pela diminuição do [Ca2+]i, como a ativação de canais de 

potássio e inativação de canais de cálcio, além da ativação da cálcio-ATPase da 

membrana plasmática (PMCA) e do retículo endosarcoplasmático (SERCA), do 

trocador sódio-cálcio (NCX), inativação da MLCK e da RhoA, bem como uma 

modulação negativa dos receptores de IP3 (IP3R) na membrana do retículo (Figura 

3) (BLAUSTEIN, 1989; LINCOLN; KOMALAVILAS, 2000; HOFMANN et al., 2006; 

ANDRADE , 2014; JENNIFER, M. H; KENNETH, L. B, 2016).  
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Figura 3 – Mecanismo fármaco-mecânico do relaxamento da musculatura lisa. 

 

(1) O agonista se liga ao receptor GPCR na membrana plasmática e a proteína Gs troca 
GDP por GTP em sua subunidade α, tornando-se ativa. (2) A subunidade αs GTP ligado, 
ativa a ciclase de adenilil (AC) que converte ATP em CAMP. (3)  O NO estimula a sCG que 
converte GTP em CGMP. Os nucleotídeos cíclicos, CAMP e CGMP, ativam suas proteínas 
cinases correspondentes, PKA (4) e PKG (5). (6) Fosforilação do IP3R pela PKG mas não 
pela PKA. (7) Ambas as proteínas cinases fosforilam vários substratos: aumentam a 
atividade da SERCA e PMCA, ativação do trocador Na+/Ca2+ (NCX), ativam canais de K+ e 
inibem os CaV; todos esses eventos levam a diminuição do cálcio intracelular. Além disso 
PKA e PKG podem ativar MLCP via MYPT1, inibir a MLCK e a RhoA. Todos esses eventos 
impedem a fosforilação da MLC e consequentemente a sua interação com os filamentos 
finos de actina, favorecendo o relaxamento.  

 
Fonte: Travassos, RA (2015)  

 

 

A atividade de fosforilação/desfosforilação da MLCK e da MLCP pode ser 

modulada por agonistas que se ligam aos seus receptores específicos na membrana 

do miométrio levando a alterações no nível do aparelho contrátil sem alterações na 

[Ca2+]i (OTABI, 2014). Após a estimulação com um agonista endógeno tal como 

ocitocina, um determinado aumento de [Ca2+]i causará uma força de contração maior 

do que a esperada. Este fenômeno é conhecido como sensibilização ao Ca2+ 

(SOMLYO, SOMLYO, 1998). Esse mecanismo se dá a partir da pequena proteína G 

(RhoA) e o seu alvo Rho cinase (ROCK) que desempenham um papel importante na 
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regulação da atividade da MLCP. A MLCP consiste em 3 subunidades: uma 

catalítica, PP1c; uma regulatória, MYPT1 e outra de 20 kDa de função ainda 

desconhecida (SOMLYO; SOMLYO, 2003; MURTHY, 2006). A ROCK, uma cinase 

de serina/treonina, fosforila a subunidade MYPT1 da MLCP, inibindo a sua atividade 

e, assim, promovendo o estado fosforilado da MLC, o que é favorável a contração. A 

ativação da RhoA, dependente das proteínas G heterotriméricas G12, G13 e Gq, via 

uma pequena proteína G associada a um fator de troca de nucleotídios de guanina 

(RhoGEFs). A RhoGEFs faz com que a RhoA troque GDP por GTP e uma vez 

RhoA-GTP ligado estimula a sua cinase associada (ROCK) e uma fosfolipase D 

(PLD) específica para fosfatidilcolina, liberando ácido fosfatídico que é desfosforilado 

a diacilglicerol (DAG) levando a ativação sustentada da proteína cinase C (PKC) 

(EXTON, 1997; MURTHY, 2006). A ativação da PKC pode resultar da ativação, 

dependente de Gq/11, da fosfolipase C (PLC) que forma DAG a partir da hidrólise do 

4,5-bisfosfato de inositol (PIP2). A ROCK e a PKC agem isoladas ou 

cooperativamente para inibir a atividade da MLCP (SOMLYO; SOMLYO, 2000). 

Embora a ROCK fosforile diretamente a MLC, sua ação principal na sensibilização 

ao cálcio parece ser a inibição da MLCP, esta ação se dá pela fosforilação da 

subunidade regulatória da fosfatase da miosina (MYPT1) (TOTSUKAWA et al., 2000; 

SOMLYO; SOMLYO, 2003). A ROCK pode também ativar uma proteína cinase 

independente de Ca2+, mais conhecida como proteína cinase de interação “zipper” 

(ZIPK). A ZIPK pode fosforilar diretamente a MLC, no entanto seu alvo principal, 

assim como a ROCK, é a MYPT1 inibindo a ação da MLCP (MURTHY, 2006). A 

PKC pode fosforilar uma proteína inibitória endógena CPI-17, aumentando assim 

sua potência inibitória sobre a subunidade catalíca da MLCP (PP1c) por mais de 

1.000 vezes (SOMLYO; SOMLYO, 2003; MURTHY, 2006).  A proteína quinase G 

(PKG) fosforila Ser695 de MYPT1 o que causa relaxamento, provavelmente 

interferindo com a fosforilação basal de Thr696 pela ROCK (Figura 4) (NAKAMURA et 

al., 2007).  

A fosforilação mediada por PKA de um local na região de ligação da CaM na 

MLCK, que prejudica a capacidade de CaM para activar a enzima, mostrou diminuir 

a actividade contrátil uterina (STULL ET AL., 1993). A variedade de alvos de 

fosforilação disponíveis no MYPT1 indica que esta proteína pode ser um ponto de 

convergência chave para muitas vias de sinalização envolvidas na modulação da 
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contratilidade, o que pode ser importante tanto no útero gravídico como não 

gravídico (Figura 4) (AGUILLAR, MITCHELL, 2010).   

 
Figura 4 – Via de sensibilização ao cálcio para a manutenção da contração do 
músculo liso via G12/13-ROCK. 

 

(1) O agonista se liga ao receptor GPCR na membrana plasmática e as proteínas G12/13 
trocam GDP por GTP em sua subunidade α, tornando-se ativas. A subunidade α12/13 GTP 
ligado, ativa a RhoGEF; (2) a RhoGEF promove a troca de GDP por GTP da RhoA, sendo 
translocada para a membrana e ativando a ROCK, que tem vários alvos intraceluares: (3) 
fosforila a MLC; (4) inibe a MLCP via MYPT1; (5) fosforila a ZIPK que inibe a MLCP via 
MYPT1. (6) A RhoA-GTP ligado também pode ativar a PLD; (7) a PLD cliva a PC em PA, o 
qual é desfosforilado a DAG ativando a PKC; (8) o DAG também pode ser formado através 
da via Gq/11-PLCβ1 aumentando a ativação PKC; (9) a PKC uma vez ativa, fosforila a CPI-17 
ativando-a; (10) a CPI-17 inibe a ação da MLCP via PP1c. Todos esses eventos favorecem 
a MLC em seu estado fosforilado, e consequentemente a sua interação com os filamentos 
finos de actina, mantendo a contração. 

 

Fonte: Travassos, RA (2015) 

 

 

Vários estudos comprovam mudanças na síntese, expressão e na atividade 

dos elementos proteicos que participam dessas vias ao longo da gestação. Gaspar 

et. al., (2005) conclui em seu estudo que a diminuição da eficácia da terbutalina 

(agonista β2) como tocolítico no final da gestação é causada pela queda natural no 

nível plasmático de progesterona nesse período que resulta em uma diminuição 
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significativa na quantidade de proteínas Gs ativadas pelos agonistas dos receptores 

adrenérgicos β2. Taggart e Morgan (2007) evidenciaram que a contração induzida 

por agonistas no miométrio gravídico é menos dependente da fosforilação das 

cadeias regulatórias da miosina (MLC20) do que no miométrio não gravídico, 

provavelmente pela expressão de diferentes isoformas de MLC20. A expressão da 

PMCA e da SERCA aumenta durante o trabalho de parto, indicando um possível 

papel funcional destas enzimas no parto (PAUL 1998, TAGGART, WRAY, 1998; 

SHMIGOL, et al., 1999; TRIBE, et al., 2000). 

 

 

1.4  Canais de potássio e a regulação do tônus muscular liso uterino 

 

A função miometrial é influenciada por hormônios esteróides e polipeptídicos e 

por uma miríade de citocinas e outras moléculas sinalizadoras. Este fato, aliado às 

marcadas mudanças nas respostas a esses estímulos ao longo da gravidez e do 

parto, torna este um modelo atraente sistema para se estudar os mecanismos 

moleculares de sinalização e a relação entre eles (SANBORN, 2007). Os canais 

iônicos do miométrio são alvos de uma infinidade de sinais biológicos, incluindo 

hormônios, peptídeos, mudanças de pH e voltagem, isso têm importantes 

consequências para a função miometrial (KHAN et al., 2001; NOVAKOVIĆ et al., 

2007). 

O potencial de membrana em repouso (Vrest) dos miócitos uterinos foi 

registado entre -35 e -80 mV (SANBORN, 2000). A excitabilidade dos miócitos 

uterinos, como a maioria dos outros tipos de células excitáveis, depende do 

movimento dos íons Na+, Ca2+ e Cl- para dentro do compartimento citosólico a partir 

do espaço extracelular e dos íons K+ na direção oposta. Os três primeiros estão 

concentrados no espaço extracelular, enquanto o último está concentrado no meio 

intracelular de SMCs (SANBORN, 1995). Ao passo que os vários tipos canais de K+ 

atuam no estabelecimento do potencial de repouso os canais de Ca2+ e Na+ 

contribuem para despolarização do potencial de membrana, o que torna o miócito 

liso mais excitável o que favorece a propagação do potencial de ação ou até mesmo 

uma contração. Dois tipos de potenciais de ação (PAs) foram registrados em 

músculo liso uterino, um de várias espécies simples, envolvendo despolarização 

seguida de repolarização rápida e outra complexa, que implicam uma 
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despolarização inicial com um patamar sustentado. Diferentes combinações de 

correntes iônicas podem estar em jogo durante esses dois padrões diferentes de 

atividade elétrica (KHAN et al., 2001; BURSZTYN et al., 2007). Embora um PA único 

seja suficiente para induzir a propagação de uma onda elétrica de atividade no 

miométrio, são necessárias múltiplas despolarizações coordenadas para contrações 

vigorosas e sustentadas (GARFIELD, MANER, 2007).  

Os canais de cálcio e potássio estão intimamente relacionados com a 

regulação da excitabilidade do músculo liso (WATTERSON; RATZ; SPIEGEL, 2005). 

No músculo liso uterino os pricipais canais envolvidos nessa regulação são os 

canais de K+ dos subtipos sensíveis ao ATP (KATP), sensíveis ao Ca2+ de grande e 

pequena condutância (BKCa, SKCa, respectivamente) e os sensíveis à voltagem (KV), 

além dos canais de Ca2+ controlados por voltagem (CaV) dos tipos L e T. 

Os canais de potássio compreendem um grupo de proteínas que contribuem 

significativamente para a quiescência uterina durante a gravidez. Nos miócitos 

miometriais, as alterações na expressão ou atividade dos canais de K+ podem 

traduzir-se numa repolarização inadequada que conduz a uma atividade uterina 

anormal. Uma variedade de canais de K+ com propriedades farmacológicas, 

cinéticas e elétricas diferentes foram identificados em miócitos uterinos humanos 

(KHAN et al., 2001). Nas células do miométrio, os canais de K+ são um componente 

subjacente do mecanismo que permite a adaptação do útero gravídico aos 

aumentos no estiramento e na pressão intra-uterina. Até à data, vários tipos de 

canais de K+ foram identificados no miométrio. Os mais abundantes e bem 

estudados incluem o canal de K+ sensíveis ao Ca2+ de grande condutância (canal 

BKCa), o canal de K+ sensível ao Ca2+ de pequena condutânia (SKCa), o canal K+ 

sensível ao ATP (KATP) e o canal de K+ sensível a voltagem (KV).  Estes canais, 

quando abertos conduzem uma corrente externa durante os períodos em que o 

músculo não está ativo, e assim mantêm o estado de repouso. Alterações na 

expressão ou na atividade desses canais de K+ pode contribuir para condições 

fisiopatológicas como parto prematuro, trabalho pós-parto e distocia (BRAINARD; 

KOROVKINA; ENGLAND, 2007).  

Os canais BKCa (também conhecidos como maxi-K e slo) são canais K+ de 

grande condutância, sensíveis ao Ca2+ e a voltagem. Eles são um dos canais de 

íons mais extensamente estudados no músculo liso uterino devido à sua abundância 

e corrente repolarizante significativa. Relativamente poucos canais BKCa precisam 
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ser ativados para produzir relaxamento uterino. Assim, esses canais podem ter 

efeitos profundos na atividade miometrial. Em miócitos uterinos não gravídicos os 

canais BKCa contribuem com aproximadamente 35% da corrente repolarizante de K+ 

(BRAINARD; KOROVKINA; ENGLAND, 2007). Os canais BKCa mediam o 

relaxamento uterino em resposta à ativação da ciclase de adenilil (AC), que está 

mais expressa na meia gestação do que na gestação tardia. (OKAWA et al., 2000). 

O óxido nítrico (NO) também medeia o relaxamento uterino na gravidez através da 

ativação dos canais BKCa, e esse efeito depende do estágio gestacional. O óxido 

nítrico foi menos eficaz na indução do relaxamento uterino em ratos tardios 

comparados com os de meia-gestação (OKAWA et al., 1999). Em miocitos grávidas 

humanos, a probabilidade de estado aberto do BKCa aumenta em resposta a um 

doador de NO (SHIMANO et al., 2000). Atualmente, não se sabe se a activação de 

NO dos canais de BKCa do miométrio é por interação direta e/ou activação indireta 

através de vias cíclicas cGMP dependentes (OKAMA et al., 1999; SHIMANO et al., 

2000). 

É evidente que os canais BKCa são alterados durante a gravidez para aprimorar 

sua resposta ás moléculas que podem regular sua atividade.  Estudos moleculares e 

celulares elucidaram que a regulação diferencial dos canais BKCa durante a gestação 

resulta de vários mecanismos incluindo splicing alternativo, associação com 

subunidades β acessórias, modificação pós-translacional e associação com 

proteínas que regulam a expressão do canal e o fenótipo atual. A expressão de 

diferentes isoformas de BKCa durante a gestação é um mecanismo provável para a 

modulação da excitabilidade miometrial durante a gravidez. Em miócitos de gestação 

tardia observa-se uma diminuição das correntes geradas pelos canais BKCa 

concomitante a uma contribuição maior de outros tipos de canais de K+ 

repolarizantes (BRAINARD; KOROVKINA; ENGLAND, 2007). Nos seres humanos, a 

isoforma mK44 contém 44 aminoácidos adicionais no primeiro ciclo intracelular e é 

menos sensível ao Ca2+ e à tensão em comparação com os canais BKCa sem estes 

44 aminoácidos (KOROVKINA, 2001). Embora os níveis de transcrição do canal 

BKCa diminuam na gravidez tardia e no período da gestação a termo em humanos 

(MATHAROO-BALL et al., 2003), os níveis de transcrição de mK44 é aumentam a 

longo prazo, sugerindo que esta isoforma pode modular a atividade uterina perto do 

trabalho de parto (CURLEY; MORRISON; SMITH, 2004).  Outra isoforma de BKCa é 

a STREX, isoforma com 59 aminoácidos que introduz um segundo domínio para 
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fosforilação pela PKA que inibe a atividade do canal ao invés de ativar. Essa 

isoforma é regulada durante a gravidez pelo ACTH, 17 β-estradial e progestorena, 

sendo menos expressão ao longo da gestação (BRAINARD; KOROVKINA; 

ENGLAND, 2007).   

A associação dinâmica do canal BKCa com uma subunidade β acessória é outro 

mecanismo molecular que fornece a diversidade da função BKCa em miócitos lisos 

uterinos. Quatro genes distintos, KCNMB1-4, codificam as subunidades β do canal 

BKCa com a subunidade β1 sendo a isoforma predominante presente no miométrio 

(BEHRENS et al., 2000). A subunidade β1 do canal BKCa aumenta a tensão e a 

sensibilidade ao cálcio do canal (McMANUS, 1995), resultando em uma melhor 

ativação dos canais BKCa para diminuir a excitabilidade uterina e atenuar as 

contrações. No útero gravídico humano, a expressão da subunidade β1 foi menor 

durante o trabalho de parto e período pré-termo em comparação com um estado 

sem trabalho de parto. O desacoplamento dos canais BKCa de suas subunidades β1 

geraria canais com baixa sensibilidade ao Ca2+. Durante o período de gestação a 

termo humano e o trabalho de parto prematuro, no entanto, uma diminuição na 

expressão de ambas as proteínas, mas não no desacoplamento, parece ser um 

mecanismo para induzir contrações (MATHAROO-BALL et al., 2003). 

A variabilidade no comportamento do canal entre isoformas de BKCa distintas 

também pode ser em parte devido à modificação pós-tradução diferente, que pode 

estar subjacente às mudanças na atividade do relaxante uterino. A atividade 

aumentada dos canais BKCa na gravidez é muitas vezes devido à fosforilação 

diferencial em vez de um aumento nos níveis de expressão de BKCa. A PKG ligada à 

membrana ativa os canais BKCa no miométrio humano não-laborioso, contribuindo 

assim para a quiescência miometrial durante a gestação (BEHRENS, 2000). Nos 

seres humanos, observou-se aumento dos níveis de canais de BKCa em grávidas  

sem trabalho de parto, porém diminuição da expressão do canal de BKCa no útero 

pré-termo e de parto, indicando que esses canais podem ser parte do mecanismo 

para induzir contracções espontâneas durante o trabalho de parto (MATHAROO-

BALL et al., 2003; (CHANRACHAKUL et al., 2003). Os miócitos isolados do 

miométrio humano em trabalho de parto expressam canais BKCa com baixa 

sensibilidade ao Ca2+ e aos inibidores (KHAN, et al., 1997). 

Os SKCa estão constitutivamente associados a calmodulina, que medeia a 

abertura do canal através da ligação com o cálcio (XIA et al., 1998). Os canais de 
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SKCa emergiram recentemente como reguladores críticos da contratilidade 

miometrial durante a gestação e o parto. Três isoformas de SK (SK1-3) são 

produzidas por três genes diferentes (KCNN1-3). Eles são todos insensíveis a 

voltagem e ativados por Ca2+ (em torno de 0,1 M) durante o influxo no potencial de 

ação (KOHLER et al., 1996; XIA et al., 1998). Um papel para os canais de SKCa na 

regulação da atividade muscular lisa foi mostrado em uma variedade de preparações 

(HERRERA et al., 2002; BURNHAN et al., 2002). Os dados referentes aos canais SK 

no miometrio são limitados. Com base nos dados de reação em cadeia da 

polimerase por transcriptase reversa, foi sugerida um aumento na regulação da 

expressão de SK 2 e 3 no útero humano gravídico (sem trabalho de parto) em 

comparação com amostras de histerectomia não grumosa, embora a proteína do 

canal não tenha sido medida. A expressão do canal SK3 diminuiu na gestação 

média em camundongos e o útero de ratos de gestação tardia apresenta isoformas 

de SK3 menos sensíveis a apamina (MAZZONE et al., 2003).  

Um papel funcional para os canais de SK no miométrio de ratos é sugerido por 

dados de patch clamp de células do miometrio recém-isoladas. A inibição de SK1-3 

com apamina e scillatoxina demonstrou claramente que os canais SK contribuíram 

significativamente para a corrente de saída de K+ e para a manutenção do potencial 

de membrana em repouso.  Os dados atuais mostram claramente que os canais SK 

limitam as contrações espontâneas em útero isolado do rato, embora em menor grau 

do que os canais KV (AARONSON et al., 2006). 

Esses dados sugerem que a regulação do canal SK pode ser um componente 

importante no aumento da atividade uterina observada no termo (BROWN et al., 

2007; PIERCE et al., 2008). Camundongos transgênicos super-expressando a 

isoforma 3 dos canais SKCa (SK3) têm um fenótipo distinto de trabalho 

comprometido possivelmente devido a contrações de trabalho de parto ineficaz 

(BOND et al., 2000). No miométrio humano não gravídico e gravídico, a apamina, um 

inibidor dos canais SKCa, atenuou o relaxamento induzido por NO (MODZELEWSKA 

et al., 2003). Estudos recentes demonstraram que a expressão de SK3 deprime as 

contrações fásicas no útero de rata, limitando o influxo de Ca2+ (BROWN et al., 

2007). 

Os canais KATP são grandes complexos hetero-octameros contendo quatro 

subunidades da família de canais de K+ retificadores internos (Kir6.1 ou Kir6.2) e 

quatro subunidades SUR da família transportadora ABC: ABCC8 (SUR1) e ABCC9 
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(SUR2). SUR2 tem duas isoformas diferentes, SUR2A e SUR2B. Ambos os tipos de 

subunidades, SURs e Kir6.x são necessários para a função do canal. Kir6.x 

compreende o componente de canal do KATP, enquanto que os SURs são 

responsáveis pela sensibilidade ao ATP, propriedades farmacológicas e tráfico deste 

canal (AGUILAR-BRYAN, 1998; KO, 2008). Os canais KATP têm estrutura molecular 

diferente, devido à expressão heteróloga das subunidades Kir6.x e SUR. Isto leva a 

combinações diferentes e cria diferentes tipos de canais KATP com propriedades 

eletrofisiológicas distintas e sensibilidades farmacológicas (LOVASZ et al., 2015).  

Este canal é inibido por ATP intracelular e estimulado por ADP, acoplando 

assim o estado metabólico a alterações na excitabilidade celular (DUNNE; 

PETERSEN, 1986). A isoforma predominante do miometrio é Kir6.1/SUR2B, embora 

Kir6.2/SUR1 tenha sido detectada em nível de transcrição (CHIEN et al., 1999;  

CURLEY, 2002). Estudos já realizados mostram que a expressão desses canais é 

regulada durante as fases da gravidez. Foi demonstrado que a expressão de SUR1 

no miométrio humano foi diminuída no final da gravidez em comparação com 

mulheres não grávidas. Além disso, os baixos níveis de Kir6.1 e Kir6.2 subunidades 

foram determinados no final da gestação. A expressão de SUR1 é elevada no início 

da gravidez e depois diminuiu drasticamente, enquanto que o nível da subunidade 

SUR2 permaneceu inalterado (LOVASZ et al., 2015). No final da gravidez a 

expreção de Kir6.1/SUR2B diminui, o que poderia facilitar a atividade miometrial 

intensificada necessária para as contrações do trabalho (CURLEY, 2002). Os baixos 

níveis de canais KATP no final da gestação podem facilitar a excitabilidade e 

contratilidade do miométrio, que é uma das razões para a diminuição da eficácia dos 

betamiméticos (agonistas β adrenérgicos).  

Os canais de K+ dependentes de voltagem (KV) são amplamente expressos no 

músculo liso uterino. Em resposta à despolarização, o efluxo de K+ através destes 

canais induz a repolarização dos miócito liso uterino para o potencial de membrana 

em repouso (BRAINARD; KOROVKINA; ENGLAND, 2007). A subfamília do canal KV 

que parece desempenhar o papel mais predominante no miométrio durante a 

gravidez tem sido a subfamília Kv4. Estudos eletrofisiológicos descreveram a 

conrrente de inativação rápida de K+ no miométrio gravídico de ratos gerado pela 

família KV4 dos canais K+. Desta subfamília de canais, Kv4.2 e suas subunidades 

acessórias aumentaram antes do parto, enquanto que a expressão de Kv4.1 e Kv4.3 

diminuiu durante a gestação, sugerindo que fatores solúveis, possivelmente 
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hormônios, regulam os canais de Kv4 na gravidez (SUZUKI et al., 2005). Estas 

descobertas sugerem que antes do parto, os níveis elevados de estrogênio 

aumentam a contratilidade miometrial através da inibição da função dos canais 

KV4.3. De forma semelhante, em células de miométrio humano cultivadas, o 

17β-estradiol, mas não a progesterona, inibiu as correntes geradas pelos KV, 

aumentando assim a excitabilidade das membranas (KNOCK et al., 2001). 

Os canais Kv4 associam-se a muitas subunidades diferentes, a maioria das 

quais foram estudadas em tecidos diferentes do miométrio (Yang et al., 2001; BECK 

et al., 2002). Uma dessas subunidades é o canal Kv de interação com proteínas 

(KChIPs), que são proteínas de ligação ao Ca2+ (AN et al., 2000). Duas isoformas, 

KChIP2 e 4 foram encontradas no miométrio (SUZUKI et al., 2005). Em ratos, 

KChIP2 é supra-regulada na gestação tardia e melhora a densidade da membrana 

celular dos canais Kv4 através do tráfego de canais do retículo endoplasmático para 

a membrana celular. KChIP também altera a cinética do canal para permitir uma 

maior corrente do canal Kv4 (AN et al., 2000). As proteínas KChIP podem 

desempenhar um papel significativo na redução da excitabilidade miométrial e 

potencializar o amortecimento das contrações uterinas. 

Durante a revisão de literatura, não evidenciamos estudos na literatura sobre a 

classe dos alcaloides quinazolínicos atuando em musculatura lisa uterina, contudo, 

levando-se em consideração que esses alcaloides possuem um núcleo quinazolínico 

comum, que a atividade biológica de um composto está intimamente relacionada 

com sua estrutura química e que esses compostos apresentam grande versatilidade 

farmacológica, decidiu-se investigar um possível efeito tocolítico de dois alcaloides 

dihidroquinazolínicos sintéticos em útero isolado de ratas virgens (Figura 1). 
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 Geral 

 

  Explorar o potencial farmacológico de dois alcaloides dihidroquinazolínicos, 

RETRO-2 e RETRO-5, obtidos através de síntese orgânica, em musculatura lisa 

uterina, com a finalidade de descobrir substâncias potencialmente terapêuticas como 

agentes tocolíticos.  

 

2.2 Específicos  

 

 Caracterizar, em nível funcional, o envolvimento dos canais de potássio no 

mecanismo de ação tocolítico do RETRO-5 em útero de rata dos subtipos: 

 

a. Canal para K+ sensível ao Ca2+ de grande condutância (BKCa); 

b. Canal para K+  sensível ao Ca2+ de pequena condutânia (SKca); 

c. Canal para K+ sensível ao ATP (KATP); 

d. Canal para K+ sensível a voltagem (KV);  

e. Canal para K+ retificadores de influxo (Kir). 
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3  MATERIAL E MÉTODOS  

 

3.1  Material 

 

3.1.1  Produto teste 
 

 Foram utilizadas duas substâncias obtidas por síntese orgânica codificadas 

como RETRO-2 e RETRO-5. Estas foram sintetizadas e cedidas pelo Prof. Dr. Luis 

Cezar Rodrigues do Departamento de Biotecnologia do Centro de Biotecnologia 

(CBiotec) da UFPB. O mesmo era dissolvido em dimetilsulfóxido (DMSO) formando 

uma solução de concentração 10-1 M (solução-estoque), que era acondicionada a -

20 °C, sendo diluída em água destilada de acordo com a necessidade de cada 

protocolo experimental. A concentração final de DMSO nas cubas nunca excedeu 1 

% (v/v), sendo assim, desprovido de efeito contrátil ou relaxante significante.  

 

3.1.2 Animais 

 

Foram utilizadas ratas Wistar (Rattus norvegicus) virgens pesando entre 180 e 

250g, todas procedentes do Biotério “Prof. Thomas George” do Instituo de Pesquisa 

em Fármaco e Medicamentos (IPeFarM) da UFPB.  

Antes dos experimentos os animais eram mantidos sob rigoroso controle 

alimentar com uma dieta balanceada à base de ração tipo pellets (Purina) com 

acesso à água ad libitum, com ventilação e temperatura (21 ± 1 ºC) controladas e 

constantes. Os experimentos serão realizados no período de 08h00 as 20h00. 

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissão de 

Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFPB, sob certidão número 070/2016 (Anexo 

1). 

 

3.1.3 Drogas e Reagentes 

 

O bicarbonato de sódio (NaHCO3), cloreto de potássio (KCl), sulfato de 

magnésio hepta-hidratado (MgSO4.7H2O), cloreto de cálcio bi-hidratado 

(CaCl2.2H2O), cloreto de sódio (NaCl), cloreto de magnésio hexa-hidradado 

(MgCl2.6H2O) cloridrato de carbamilcolina (CCh), fosfato monossódico 1-hidrato 
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(NaH2PO4.H2O) e glicose serão obtidos da Merck & Co., Inc. (Whitehouse Station, 

NJ, EUA). Iberiotoxina (IbTX), cloreto de césio (CsCl), cloreto de tetraetilamônio 

(TEA+), glibenclamida, apamina, 4-aminopiridina (4-AP), aminofilina e óleo de castor 

(cremophor®) serão obtidos da Sigma-Aldrich Co. (Saint Louis, MO, EUA). 

 

3.1.4 Solução nutritiva 

 

Foi utilizada solução nutritiva de Tyrode, aerada com mistura carbogênica (95% 

de O2 e 5% de CO2). O pH era ajustado para valores entre 7,2 e 7,4 com solução de 

HCl ou NaOH (1N) e mantida a temperatura constante de 37 ± 1 ºC (LOVASZ et al., 

2015). A composição desta solução está descrita a seguir (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Composição da solução de Tyrode (WALKER, POYSER, 1978). 

 

Substâncias Concentração (mM) 

NaCl 9,2510 

KCl 0,2982 

CaCl2 0,2940 

MgCl2 0,2134 

Glicose 1,0089 

NaHCO3 0,8401 

 
 

3.1.5 Equipamentos  

 

Para o registro das contrações isométricas, os órgãos eram suspensos em 

cubas de banho para órgãos isolados (10 mL) e conectados a transdutores de força 

isométricos modelo TRI201AD Panlab (Cornellà, BCN, Espanha) acoplados a um 

amplificador Quad Bridge modelo Powerlab 4/35 ADInstruments. Este, por sua vez, 

estava conectado a um sistema de aquisição de dados com o software LabChart® 8 

Pro, versão 8.1.2.16 para aquisição e análise dos dados. O sistema continha uma 

bomba termostática modelo LE 13206 Panlab Harvard Apparatus, que controlava a 

temperatura das cubas.  
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Os valores de pH foram aferidos através de um pHmetro digital modelo 

PG2000 GEHAKA (São Paulo, SP, Brasil). As substâncias foram pesadas em 

balança analítica modelo FA-2104N CETALC (São Paulo, SP, Brasil) e os animais 

em balança semianalítica GEHAKA (São Paulo, SP, Brasil).   

 

3.2 Métodos 

 

3.2.1 Investigação do efeito tocolítico do RETRO-2 e RETRO-5 em útero de rata 

isolado 

 

3.2.1.1 Efeito do RETRO-2 ou RETRO-5 sobre as contrações tônicas induzidas 

por ocitocina ou KCl 60 mM 

 

As ratas eram tratadas 24 h antes do início dos experimentos com 

dietilestilbestrol (1 mg/kg s.c.) para indução do estro. Decorrido este tempo, eram 

eutanasiadas por decapitação usando guilhotina. Após abertura da cavidade 

abdominal, era feita a dissecação do útero, colocando-o em uma placa de Petri 

contendo solução nutritiva de Tyrode a 37 ºC. Em seguida, os dois cornos uterinos 

eram separados por meio de uma incisão, abertos longitudinalmente e suspensos 

verticalmente em cubas de vidro contendo 10 mL da solução Tyrode aeradas com 

carbogênio durante todo o experimento. Para estabilização da preparação, esta era 

mantida em repouso por 40 min antes do contato com qualquer agente, sob tensão 

de repouso de 1 g, efetuando, neste período, a renovação da solução nutritiva a 

cada 10 min. Após o período de estabilização, induzia-se uma contração, com 

ocitocina (10-2 UI/mL) ou KCl 60 mM, que era registrada através de transdutores 

isométricos acoplados a um sistema de aquisição digital, e sobre o componente 

tônico eram adicionadas as dihidroquinazolinonas de forma cumulativa (3 x 10-8 –

 3 x 10-4 M) às cubas em preparações distintas. O relaxamento produzido foi 

expresso como a percentagem reversa da contração inicial produzida pela ocitocina 

e a potência relaxante da substância foi avaliada comparando-se os valores de CE50. 
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3.2.2 Avaliação do envolvimento dos canais de potássio no mecanismo de 

ação tocolítico do RETRO-5 

 

 

3.2.2.1 Efeito do RETRO-5 sobre as contrações tônicas induzidas por ocitocina, 

na ausência e na presença de tetraetilamônio (TEA+) 10 mM 

 

O útero era montado como descrito no item 4.2.1.1. Após o período de 

estabilização, cada preparação era incubada por 20 min com 10 mM de TEA+ 

(SHUNSUKE, JOELLE 2017), que nessa concentração é um bloqueador não 

seletivo dos canais de K+. Passado o tempo necessário para o bloqueio desses 

canais induzia-se uma contração com 10-2 UI/mL de ocitocina e durante a fase tônica 

sustentada, O RETRO-5 era adicionado cumulativamente às cubas, em preparações 

diferentes. O relaxamento produzido pelO RETRO-5 foi expresso como a 

percentagem reversa da contração inicial induzida pela ocitocina e a potência 

relaxante da substância foi avaliada comparando-se os valores de CE50 não 

presença e na ausência do bloqueador. 

 

3.2.2.2 Efeito do RETRO-5 sobre as contrações tônicas induzidas por ocitocina, 

na ausência e na presença de tetraetilamônio (TEA+), 4-aminopiridina (4-AP), 

cloreto de bário (BaCl2), glibenclamida e apamina. 

 

O útero era montado como descrito no item 4.2.1.1. O tecido permanecia em 

repouso por 40 min em contato com a solução de Tyrode. Após este período era 

induzida uma contração pela adição de 10-2 UI/mL de ocitocina e sob o componente 

tônico da contração era adicionando RETRO-5 de forma cumulativa (curva controle). 

Em outro experimento, era adicionado a outra cuba por 20 min 3 mM de 4-AP, um 

bloqueador dos canais de potássio abertos por voltagem (KV) (AARONSON et al., 

2006), 3 x 10-5 M de glibenclamida, um bloqueador dos canais de potássio sensíveis 

ao ATP (KATP) (HUGHEST; HOLLINGSWORTH, 1997), 100 nM de apamina, um 

bloqueador seletivo de canais de potássio de pequena condutância ativados pelo 

Ca2+ (SKCa) (TSAI et al., 1998), 1 mM de TEA+, que nessa concentração é um 

bloqueador seletivo dos canais de potássio de grande condutância ativados pelo 

Ca2+ (BKCa) (HUANG, 1998, MURRAY et al., 1991) e BaCl2 (3 x 10-5 M por 30 min), 
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bloqueador seletivo dos Kir . Após esse período uma nova contração pela adição de 

10-2 UI/mL de ocitocina era induzida na presença desses bloqueadores. Durante a 

fase tônica sustentada da segunda contração, O RETRO-5 era adicionada 

cumulativamente à cuba, em preparações diferentes. O relaxamento produzido pelo 

RETRO-5 foi expresso como a percentagem reversa da contração inicial induzida 

pela ocitocina e a potência relaxante da substância foi avaliada comparando-se os 

valores de CE50 na presença e na ausência dos bloqueadores. 

 

3.3    Análise Estatística 

 

Todos os resultados foram expressos como a média ± o e.p.m. e analisados 

estatisticamente empregando-se o teste “t” de Student não pareado, onde valores de 

p < 0,05 foram considerados significantes. 

As curvas concentração-resposta foram ajustadas por regressão não-linear 

descrita pela equação:  

Y = min + (max-min)/(1+10((Log(CE50-X)*S)) 

Onde “X” é o logaritmo na base 10 da concentração molar da substância 

testada, “Y” é a resposta relaxante da substância testada em percentagem, “min” é o 

menor efeito assumido para “Y”, “max” é o maior efeito assumido para “Y” e “S” é o 

valor da constante de Hill (MOTULSKY; CHRISTOPOULOS, 2003).  

A partir dessa equação, foram calculados os valores de CE50 (concentração 

molar de uma substância em que ela é capaz de causar 50% de seu efeito máximo), 

servindo como parâmetro de potência relativa de uma substância, e o Emax (valor 

médio, em percentagem, do efeito máximo obtido por uma substância em relação ao 

maior valor possível num dado tecido), servindo como parâmetro de eficácia relativa 

entre duas substâncias (NEUBIG et al., 2003). 
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4 RESULTADOS  

 

4.1 Investigação do efeito tocolítico do RETRO-2 e RETRO-5 em útero isolado 

de rata 

 

4.1.1 Efeito do RETRO-2 e RETRO-5 sobre as contrações tônicas induzidas por 

ocitocina 

 

O RETRO-2 (10-8 a 3 x 10-4 M) induziu relaxamento de maneira significante no 

útero pré-contraído com ocitocina 10-2 UI/mL, mas não de forma satisfatória, uma 

vez que na concentração máxima utilizada neste trabalho sua eficácia foi de apenas 

Emax = 42,3 ± 6,8% (n = 5) (Figura 5A).  

Por outro lado, o RETRO-5 (10-8 a 3 x10-4 M) relaxou o útero pré-contraído por 

10-2 UI/mL de ocitocina de maneira significante e dependente de concentração (CE50 

= 2,4 ± 0,6 x 10-5 M, R2 = 0,9454 ± 0,09), com eficácia máxima (Emax) de 99,3 ± 0,4% 

(n = 5) (Figura 5B). Os valores de CE50 demostram uma maior potência e eficácia do 

RETRO-5 em relaxar as tiras uterinas contraídas com ocitocina.  

Em até 1 h após a retirada das dihidroquinazolidonas da cuba, os mesmos 

agentes contráteis produziram contrações com a mesma amplitude em relação à 

contração inicial, indicando que o efeito dessas substâncias é reversível neste órgão 

e nas condições testadas (dados não mostrados). 
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Figura 5 - Efeito tocolítico do RETRO-2 (A) e RETRO-5 (B) sobre as contrações 
tônicas induzidas 10-2 UI/mL M de ocitocina, em útero isolado de rata, n = 5. 
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Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. 
Teste t, não pareado. 
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4.1.2 Efeito tocolítico do RETRO-5 sobre as contrações tônicas induzidas por 

60 mM de KCl em útero isolado de rata 

 

O RETRO-5 (10-8 a 3 x 10-4 M), adicionado de maneira cumulativa a cuba, 

relaxou o útero de rata pré-contraído com elevadas concentrações de KCl (60 mM) 

(CE50 = 1,1 ± 0,1 x 10-4 M, n = 3), com eficácia máxima (Emax) de 98,6 ± 1,3%. A 

potência relaxante do RETRO-5 (CE50 2,4 ± 0,6 x 10-5 M, n = 5) foi reduzida cerca de 

4,5 vezes (p < 0,0013) quando comparada ao relaxamento induzido pelo alcaloide 

quando o útero era pré-contraído por elevadas concentrações (60 mM) de KCl, como 

podemos observar pelos valores de CE50 que diferem estatisticamente entre si 

(Figura 6).  
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Figura 6 - Efeito tocolítico  RETRO-5 sobre as contrações tônicas induzidas por 
10-2 UI/mL M de ocitocina () ou 60 mM de KCl (), em útero isolado de rata. n=5. 
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Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente.  
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4.1.3 Efeito do RETRO-5 sobre as contrações tônicas induzidas por ocitocina, 
na ausência e na presença de tetraetilamônio (TEA+) 10 mM 
 

 O RETRO-5 (10-8 – 3 x 10-4 M) relaxou o útero isolado de rata pré-contraído 

com ocitocina na ausência (curva controle) (CE50 2,4 ± 0,6 x 10-5 M, n = 5) e na 

presença (CE50 = 1,5 ± 0,6 x 10-4 M, n = 3) de 10 mM de TEA+, um bloqueador não 

seletivo dos canais de potássio (Figura 7). A potência relaxante do RETRO-5 foi 

reduzida cerca de 6,25 vezes significantemente (p < 0,0001) quando comparada ao 

relaxamento produzido pela substância na ausência de TEA+. Além disso, na 

presença do bloqueador o valor do Emax foi reduzido para 66,0 ± 2,1% (Figura 7, 

Tabela 2). 
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Figura 7 - Efeito tocolítico do RETRO-5 sobre as contrações tônicas induzidas por 
10-2 UI/mL M de ocitocina na ausência () ou na presença de TEA+ 10 mM (●), em 
útero isolado de rata. n=3. 
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Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente.  
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4.1.4 Efeito do RETRO-5 sobre as contrações tônicas induzidas por ocitocina 

em útero isolado de rata, na ausência e na presença de bloqueadores seletivos 

de canais de potássio 

 

O RETRO-5 (10-8 a 3 x 10-4 M) relaxou o útero isolado de rata pré-contraído 

com ocitocina na ausência (curva controle) (CE50 2,4 ± 0,6 x 10-5 M, n = 5) e na 

presença de 3 mM de 4-AP (bloqueador seletivo dos KV), 3 x 10-5 M de 

glibenclamida (bloqueador seletivo dos KATP), 1 mM de TEA+ (bloqueador seletivo 

dos BKCa), 10-7 M de apamina (bloqueador seletivo dos SKCa) e 3 x 10-5 M de BaCl2 

(bloqueador seletivos dos Kir).  

Na presença de 1 mM de TEA+ (CE50 = 3,6 ± 0,1 x 10-5 M, n = 3), de 3 x 10-5 M 

de BaCl2 (CE50 = 4,3 ± 1,9 x 10-5 M, n = 3) e 3 mM de 4-AP (CE50 = 6,4 ± 1,1 x 10-5 

M, n = 3) a curva de relaxamento do RETRO-5 em útero isolado de rata pré-

contraído com 10-2 UI/mL de ocitocina não foi alterada, como podemos observar 

pelos valores de CE50 que não apresentam diferença significante entre si (Figura 8, 

Tabela 2).  

Por outro lado, na presença de 10-7 M de apamina (Emax = 18,4 ± 4%, n = 3) e 

3 x 10-5 M de glibenclamida (CE50 = 1,6 ± 0,2 x 10-4 M, n = 3) a curva de relaxamento 

do RETRO-5 foi desviada para a direita de maneira significante, com sua potência 

atenuada de maneira significante cerca de 6,6 vezes na presença de glibencamida e 

apresentando um Emax de 18,4 ± 4% na presença de apamina, praticamente 

abolindo a curva de relaxamento. (Figura 8, Tabela 2).  
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Figura 8 - Efeito tocolítico RETRO-5 sobre as contrações tônicas induzidas por 
10-2 UI/mL M de ocitocina na ausência () ou na presença de 1 mM TEA+ (▲) (A), 
na presença de 3 x 10-5 de BaCl2 (▼) (B), na presença de 4-AP (O) (C) em útero 
isolado de rata. n=3. 
 

                        A 

-8 -7 -6 -5 -4 -3

0

2 5

5 0

7 5

1 0 0

lo g  [R E T R O -5 ] M

R
e

la
x

a
m

e
n

to
 (

%
)

 

                      B 

-8 -7 -6 -5 -4 -3

0

2 5

5 0

7 5

1 0 0

lo g  [R E T R O -5 ] M

R
e

la
x

a
m

e
n

to
 (

%
)

 

                          C 

-8 -7 -6 -5 -4 -3

0

2 5

5 0

7 5

1 0 0

lo g  [R E T R O -5 ] M

R
e

la
x

a
m

e
n

to
 (

%
)

 

 

Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente.  
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Figura 9 - Efeito tocolítico RETRO-5 sobre as contrações tônicas induzidas por 
10-2 UI/mL M de ocitocina na ausência () ou na presença de glibenclamida (♦) (A) 
ou na presença de apamina (□) (B) em útero isolado de rata. n=3. 
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Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente.  
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Tabela 2 – Valores CE50 (M) e Emax (%) do RETRO-5 na ausência (controle) e na 

presença de bloqueadores de canais de potássio em útero de rata isolado. 

     Teste t, não pareado, * p < 0,0001, ** p < 0,05 (controle vs. bloqueadores). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Condição Experimental CE50 (M) Emax (%) 

Controle 2,4 ± 0,6 x 10-5 M 99,0 ± 0,4 

TEA+ 10 mM 1,5 ± 0,6 x 10-4 M * 98,6 ± 1,3 

TEA+ 1 mM 3,6 ± 0,1 x 10-5 M 66,6 ± 3,0  

BaCl2 4,3 ± 1,9 x 10-5 M 80,7 ± 2,0 

4-AP 6,4 ± 1,1 x 10-5 M 100,0 

Glibenclamida  1,6 ± 0,2 x 10-4 M ** 72,4 ± 8,0 

Apamina - 18,4 ± 4,0 
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5  DISCUSSÃO  

Neste estudo foi investigado o efeito tocolítico dos alcaloides 

dihidroquinazolínicos sintéticos RETRO-2 e RETRO-5. Demostrou-se que o 

RETRO-5 possui um efeito tocolítico em útero isolado de ratas virgens, sendo esse 

efeito, em parte, exercido por meio da modulação positiva dos canais de potássio, 

dos subtipos KATP e SKCa.   

Partindo-se do princípio que os efeitos de uma molécula bioativa estão 

diretamente relacionados com sua estrutura, e que esses alcaloides compartilham 

de um núcleo quinazolínico básico, decidiu-se investigar um possível efeito tocolítico 

das RETRO-2 e RETRO-5 em musculo liso uterino de ratas virgens. Nos ensaios 

farmacológicos iniciais O RETRO-2 não foi potencialmente capaz de induzir 

relaxamento - de forma satisfatória - nas tiras uterinas pré-contraídas com ocitocina 

(10-2 UI/mL), enquanto que O RETRO-5 foi capaz de exercer um efeito de maneira 

significante, dependente de concentração e com eficácia máxima. Com o intuito de 

elucidar em nível funcional o mecanismo de ação pelo qual o RETRO-5 exerce seu 

efeito tocolítico, alguns ensaios farmacológicos foram realizados. 

A contração do músculo liso é disparada principalmente pelo aumento da 

[Ca2+]i, e pode ser alcançada tanto via despolarização de membrana, levando ao 

aumento da [Ca2+]i através dos canais de cálcio dependentes de voltagem (CaV), 

como pela ligação do agonista a um receptor, que pode ser independente do 

potencial de membrana (SOMLYO; SOMLYO, 2003), originalmente designados por 

acoplamentos eletromecânico e fármaco-mecânico, respectivamente (SOMLYO; 

SOMLYO, 1968). Agonistas como a ocitocina ligam-se a receptores acoplados à 

proteína G (GPCRs) e ativam a cascata de fosfoinositídios, usualmente através da 

produção de IP3 mediada pelas proteínas Gq e G11, estimulando, assim a liberação 

de Ca2+ do retículo sarcoplasmático (RS) (FUKATA; AMANO; KAIBUCHI, 2001). Os 

agonistas contráteis podem também elevar a [Ca2+]i através de receptores de 

rianodina e estimular a entrada de Ca2+ através de múltiplos canais (SANDERS, 

2001; McFADZEAN; GIBSON, 2002).  

Em músculo liso, vários agonistas causam uma resposta contrátil bifásica, 

consistindo em uma contração inicial transiente – componente fásico (< 30 s), 

seguido por uma contração sustentada – componente tônico, que se desenvolve 

lentamente ao longo de 15 min e é mantida durante o período de exposição ao 
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agente contrátil (VAN BREEMEN; AARONSON; LOUTZENHISER, 1979; BOLTON, 

1979).  

Baseado nessa premissa resolveu-se verificar se o RETRO-5 promoveriam o 

relaxamento do útero pré-contraído com ocitocina (acoplamento misto - fármaco e 

eletromecânico) ou KCl (acoplamento eletromecânico).   

Um protocolo experimental que se baseia nas propriedades eletroquímicas da 

membrana celular é através de elevações (60 mM) da concentração de K+ 

extracelular, que reduz de maneira significativa o gradiente eletroquímico e 

consequente efluxo desse íon, promovendo uma grande despolarização, suficiente 

para abrir uma grande quantidade de CaV (GURNEY, 1994). Dessa forma, 

moduladores positivos de canais de K+ apresentam dificuldade em promover seu 

efeito relaxante em condições de aumento da concentração externa de K+. 

(GURNEY, 1994; NELSON, 1995). 

 Como mostra a Fig. 6 o RETRO-5 relaxou de maneira significante e 

dependente de concentração o útero pré-contraído com 60 mM de KCl, no entanto 

sua potência relaxante foi atenuada, sugerindo uma modulação positiva de canais 

de potássio, não descartando a participação de canais de Ca2+ uma vez que sua 

eficácia foi máxima. 

Os canais de potássio desempenham um papel chave na regulação do 

potencial de membrana e na excitabilidade celular, sendo a contração do músculo 

liso dependente do balanço entre o aumento da condutância ao íon K+, levando a 

uma hiperpolarização/repolarização, e a diminuição da condutância ao K+, levando a 

uma despolarização (KNOT et al., 1996), logo susbtâncias que ativem os canais de 

K+ podem ser uma alternativa farmacológica em potêncial para distúrbios 

relacionados a contração anormal dos músculos lisos, como parto pré-maturo e 

dismenorreia. O efluxo de potássio em células miometriais resulta em repolarização 

de membrana e este efluxo é a corrente iônica primária responsável pela 

manutenção do potencial de repouso no útero. No músculo liso uterino, os mais 

abundantes e mais bem estudados canais de K+ são: KV; BKCa; SKCa; KATP e Kir 

(BRAINARD; KOROVKINA; ENGLAND, 2007).  Com a finalidade de investigar se o 

RETRO-5 estaria atuando como um abridor dos canais de K+ utilizou-se 

bloqueadores desses canais como ferramentas farmacológicas. 

Para a evidência de que o RETRO-5 estaria modulando positivamente canais 

de K+ para exercer seu efeito relaxante em útero de rata, utilizou-se como 
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ferramenta farmacológica o TEA+, que na concentração de 10 mM é um bloqueador 

não seletivo desses canais (NIU et al., 2008). Observou-se que a curva de 

relaxamento obtida para o RETRO-5 foi deslocada para a direita na presença do 

bloqueador, com redução da potência relaxante em cerca de 6,6 vezes (Figura 7, 

Tabela 2). Sugerindo assim a participação desses canais no efeito relaxante da 

substância. 

Os BKCa (também conhecidos como maxi-K) são canais K+ de grande 

condutância, sensíveis ao Ca2+ e a voltagem. Eles são um dos canais de íons mais 

extensamente estudados no músculo liso uterino devido à sua abundância e 

corrente repolarizante significativa. Relativamente poucos canais BKCa precisam ser 

ativados para produzir relaxamento uterino. Assim, esses canais podem ter efeitos 

profundos na atividade miometrial. Em miócitos uterinos não gravídicos os canais 

BKCa contribuem com aproximadamente 35% da corrente repolarizante de K+ 

(BRAINARD; KOROVKINA; ENGLAND, 2007). Os canais BKCa mediam o 

relaxamento uterino em resposta à ativação da ciclase de adenilil (AC), que está 

mais expressa na meia gestação do que na gestação tardia. (OKAWA et al., 2000). 

Uma vez que estes canais têm maior participação na manutenção do potencial de 

repouso do miócito uterino criou-se a hipótese de que eles poderiam estar 

participando do mecanismo de ação tocolítico do RETRO-5. Para se investigar o 

dihidroquinazolinona estaria agindo sobre os BKCa, ativando-os, e 

conseqüentemente levando a uma repolarização de membrana que acarretaria 

indiretamente ao fechamento dos CaV, utilizou-se o TEA+ 1 mM, que é uma 

concentração específica para bloquear apenas os BKCa (LATORRE et al., 1989; 

KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996). Na presença do bloqueador a curva de 

relaxamento promovida pelO RETRO-5 não teve sua potência alterada. Estes dados 

demonstram que provavelmente o relaxamento produzido pelo dihidroquinazolinona 

em útero isolado de rata não está associado a modulação positva dos BKCa (Figura 

8ª, Tabela 2). 

Os canais Kir estão presentes numa grande variedade de células excitáveis e 

não excitáveis, incluindo células de músculo liso uterino. Este tipo de canal de 

potássio caracteriza-se por apresentar sempre um influxo de íons K+ superior à 

saída para qualquer valor de voltagem. A atividade destes canais depende da 

hiperpolarização, da despolarização e também da concentração extracelular de K+. 

(NELSON; QUAYLE, 1995; JACKSON, 2000). Embora a corrente K+ para fora da 
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célula pelos Kir seja pequena, em condições fisiológicas o potencial de membrana da 

célula é positivo em relação ao potencial de equilíbrio do K+, o que gera um 

gradiente eletroquímico, levando o potássio a sair da célula por difusão passiva 

(NELSON; QUAYLE, 1995; JACKSON, 2000). A participação desses canais no 

efeito relaxante do RETRO-5 foi avaliada utilizando-se um bloqueador seletivo, o 

BaCl2 (ANDERSSON et al., 2000; TEP-AREENAN; KENDALL; RANDALL, 2003). A 

potência relaxante do RETRO-5 não foi alterada na presença de 3 x 10-5 M de BaCl2, 

sugerindo que os Kir não participa do mecanismo de ação dessa molécula (Figura 

8B, Tabela 2). 

Os canais de K+ dependentes de voltagem (KV) são amplamente expressos no 

músculo liso uterino. Em resposta à despolarização, o efluxo de K+ através destes 

canais induz a repolarização dos miócitos lisos uterinos para o potencial de 

membrana em repouso (BRAINARD; KOROVKINA; ENGLAND, 2007). Diante disso 

criou-se uma hipótese de que o RETRO-5 poderia estar induzindo o efeito tocolítico 

por ativação dos KV que ao repolarizar a membrana levaria indiretamente ao 

bloqueio do influxo de Ca2+ via CaV e por fim ao relaxamento muscular liso. Para 

confirmar ou descartar essa hipótese, resolveu-se avaliar o efeito relaxante do 

RETRO-5 na presença e na ausência da 4-AP, um bloqueador seletivo dos KV, e o 

observado foi que em nível funcional esses canais não participam do efeito relaxante 

dessa substância (Figura 8C, Tabela 2).   

Os canais KATP são grandes complexos hetero-octameros contendo quatro 

subunidades da família de canais K+ retificadores internos (Kir6.x: ou Kir6.1 ou 

Kir6.2) e quatro subunidades SUR da família transportadora ABC: ABCC8 (SUR1) e 

ABCC9 (SUR2). SUR2 tem duas isoformas diferentes, SUR2A e SUR2B, que são 

variantes de emenda. Ambos os tipos de subunidades, SURs e Kir6.x são 

necessários para a função de canal. Kir6.x compreende o componente de canal do 

KATP, enquanto que os SURs são responsáveis pela sensibilidade ao ATP, 

propriedades farmacológicas e tráfico deste canal (AGUILAR-BRYAN, 1998; KO, 

2008). Uma característica primária destes canais é a de sua abertura ser inibida por 

concentrações basais de ATP intracelular, por sulfoniluréias e por baixas 

concentrações de Ba2+ (STANDEN et al., 1989; SANBORN, 2000). No entanto, hoje 

se sabe que existem subtipos de KATP que são relativamente insensíveis aos níveis 

basais de ATP, mas são bloqueados seletivamente pela glibenclamida do mesmo 

modo que os demais (MISHRA; AARONSON, 1999). A isoforma predominante do 
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miometrio é Kir6.1/SUR2B, embora Kir6.2/SUR1 tenha sido detectada em nível de 

transcrição (CHIEN et al., 1999; CURLEY, 2002). Os ativadores dos KATP diminuem 

as contrações uterinas, no entanto, eles são mais potentes em miométrio humano 

não gravídico do que em gravídico (SANBORN, 2000). Para avaliar se os KATP 

estariam participando do mecanismo de ação tocolítico do RETRO-5 em útero 

isolado de rata, avaliou-se o efeito do dihidroquinazolinona na presença de 

glibenclamida, inibidor seletivo destes canais, e observou-se que a potência 

relaxante foi atenuada e seu efeito máximo reduzido, sugerindo que estes canais 

têm participação no mecanismo relaxante do RETRO-5 (Figura 9A). 

Os canais de potássio sensíveis ao cálcio de pequena condutância, SKCa, 

emergiram recentemente como reguladores críticos da contratilidade miometrial 

durante a gestação e o parto. Camundongos transgênicos sobre-expressando a 

isoforma 3 dos canais SKCa (SK3) têm um fenótipo distinto de trabalho 

comprometido possivelmente devido a contrações de trabalho ineficaz (BOND et al., 

2000). No miométrio humano não gravídico e gravídico, a apamina, um inibidor dos 

canais SKCa, atenuou o relaxamento induzido por NO (MODZELEWSKA et al., 

2003). Para avaliar uma possível participação dos SKCa no efeito tocolítico induzido 

pelO RETRO-5, observamos o relaxamento na presença de apamina (AP), um 

bloqueador seletivo dos SKCa. Caso essa hipótese fosse verdadeira o relaxamento 

do útero de rata induzido pelo dihidroquinazolinona deveria ser atenuado na 

presença de apamina. Como podemos observar na Fig. 9B e tabela 2 o efeito 

relaxante do RETRO-5 foi praticamente abolido na presença deste bloqueador, 

sugerindo o um papel protagonista desses canais no efeito tocolítico dessa 

molécula. 

Diante desses dados, em nível funcional, podemos sugerir que o mecanismo 

de ação para o efeito tocolítico do RETRO-5 envolte a modulação positiva de canais 

de K+ dos subtipos KATP e SKCa, que culmina com o fechamento indireto dos canais 

CaV, resultando em um menor influxo de Ca2+ e consequente relaxamento do útero 

isolado de rata.  

Não podemos descartar outras vias, ainda não investigadas, e que podem ter 

um grande papel no efeito tocolítico do RETRO-5 sobre o músculo liso uterino, ainda 

sendo necessárias futuras investigações para a obtenção de uma visão total do 

mecanismo de ação pelo qual essa molécula exerce seus efeitos. 
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6      CONCLUSÕES  

 

No estudo do efeito tocolítico dos dihidroquinazolinonas sintéticos (RETRO-2 e 

RETRO-5), visando avaliar a participação dos canais de potássio no seu mecanismo 

de ação, pode-se concluir que: 

  

1. Tanto o RETRO-2 como a RETRO-5 apresentaram efeito tocolítico 

significante em útero isolado de rata, sendo o RETRO-5 mais potente e 

eficaz. 

 

2. RETRO-5 relaxou de maneira significante e concentração-dependente o 

útero contraído tanto por ocitocina quanto por KCl. 

 

3. O RETRO-5 modula positivamente canais de K+ dos subtipos, SKCa e KATP 

para exercer seu efeito tocolítico.  

 

4. Não se podem descartar outras vias de sinalização que ainda não foram 

investigadas, como o antagonismo dos receptores OT1 bem como a 

modulação negativa dos CaV. 

 

 

 

Fonte: Autor (2017). 
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